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1. Einleitung 
Die meisten Proteine agieren nicht alleine, sondern sind in komplexe Netzwerke eingebunden. 
Erst durch die Interaktion mit anderen Proteinen können sie dann ihre Funktion erfüllen. Aus 
diesem Grund kann anhand der Bindungspartner auf die physiologischen Funktionen eines 
Proteins geschlossen werden [Coulombe et al., 2004]. Dabei besitzt ein großer Teil der 
Proteine nur eine begrenzte Anzahl an Bindungspartnern und damit nur wenige, distinkte 
biologische Funktionen. Diese Proteine sind meist fest in einen Komplex eingebunden und 
sind nur in diesem Kontext aktiv [Peth et al., 2007]. Dagegen existieren einige Proteine, wie 
p53, BubR1 oder c-Myc, die in verschiedenste Signalwege integriert sind. Dadurch wird 
gewährleistet, dass vielfältige Informationen über den Zustand der Zelle integriert werden 
können und eine umfassende Antwort eingeleitet werden kann [Mao et al., 2003; Kaustov et 
al., 2006; Kuttler & Mai, 2006].  
Alien wurde mit vielen verschiedenen physiologischen Funktionen in Verbindung gebracht 
[Tenbaum et al., 2007; Leal et al., 2008]. Deshalb stellt Alien potentiell auch einen solchen 
multifunktionalen Regulator dar. Bisher konnte sein Interaktions- und damit sein 
Funktionsspektrum nur unzureichend beschrieben werden. Somit ist eine weitere 
Untersuchung dieses Proteins für dessen umfassende Charakterisierung essentiell.  
1.1 Alien 
Alien wurde in den letzten Jahren als Faktor beschrieben, der zusammen mit seinen 
Interaktionspartnern sowohl die Transkription, die posttranslationalen Modifikationen als 
auch den Abbau verschiedener Proteine beeinflusst [Naumann et al., 1999; Lyapina et al., 
2001; Tenbaum et al., 2003; Huang et al., 2005]. Bisher wurden zwei Isoformen von Alien 
beschrieben: Alienα und Alienβ. In der Literatur werden verschiedene Bezeichnungen 
verwendet – unter anderem COP9 signalosome complex subunit 2 (COPS2), Signalosome 
subunit 2 (CSN2) oder Thyroid hormone receptor interactor 15 (TRIP15) – die nicht klar 
zwischen den Isoformen unterscheiden. Zur eindeutigen Benennung wird in der vorliegenden 
Arbeit Alien als Oberbegriff für beide Isoformen verwendet. Alienα bezeichnet die kleinere 
Variante, während CSN2 die größere Isoform darstellt. Beide Subtypen sind hoch konserviert, 
wie sich an der 90%igen Identität der Aminosäuresequenz zwischen Mensch und Drosophila 
zeigt [Dressel et al., 1999]. Das circa 51,6 kDa schwere CSN2 und das rund 36 kDa große 
Alienα entstehen aus derselben circa 2000 Basen umfassenden mRNA. Durch einen bisher 
unbekannten Mechanismus, der wahrscheinlich auf posttranslationalem Editing beruht, fehlt 
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dem 305 Aminosäuren langen Alienα die C-terminale Domäne des vollständigen Proteins, das 
aus 443 Aminosäuren besteht [Dressel et al., 1999]. Der C-Terminus beinhaltet die PCI-
Domäne. Diese Domäne scheint essentiell für die Assemblierung des COP9-Signalosoms, 
obwohl ihre exakte Funktion bei diesem Prozess noch nicht aufgeklärt werden konnte [Lykke-
Andersen et al., 2003; Huang et al., 2005]. Darüber hinaus besitzen beide Alien-Isoformen 
eine saure Region im N-Terminus und ein mögliches Zink-Finger-Motiv im C-terminalen 
Teil. In der Core-Domäne befindet sich eine hydrophobe Region, die von zwei potentiellen α-
helikalen Strukturen und einer möglichen Kernlokalisationssequenz flankiert wird [Dressel et 
al., 1999].  
Alien ist ein Mitglied der nukleären Hormonrezeptor-Superfamilie. Dabei wirkt es als 
Corepressor des Thyroidhormon-Rezeptors, wenn dieser kein Hormon gebunden hat [Dressel 
et al., 1999; Burke & Baniahmad, 2000]. Dabei konnten zwei Repressor-Domänen – eine am 
N-Terminus (Aminosäure 1-128) und eine zweite am C-Terminus (Aminosäuren 266-305) – 
lokalisiert werden [Moehren et al., 2004]. Die reprimierende Wirkung wird wahrscheinlich 
von dem Alien-Interaktionspartner Sin3a vermittelt, das Histondeacetylasen und 
Histonmethyltransferasen rekrutiert. Die dadurch hervorgerufene Kondensierung des 
Chromatins führt zu einer Stilllegung der darin organisierten Gene [Moehren et al., 2004]. 
Bindet dagegen das Thyroidhormon an den Rezeptor, diffundiert Alien von diesem ab. 
Dadurch kann der Thyroidhormon-Rezeptor mit Coaktivatoren assoziieren, die die 
Anschaltung der Transkription bestimmter Gene bewirken [Lee et al., 1995]. Des Weiteren 
wurden die Interaktionen mit dem nukleären Hormonrezeptoren DAX-1 und dem Vitamin-D-
Rezeptor beschrieben, eine Bindung an die Retinsäurerezeptoren RAR und RXR konnte aber 
bisher nicht nachgewiesen werden [Altincicek et al., 2000; Polly et al., 2000].  
In Mäusen konnte die Expression von Alien in vielen verschiedenen Geweben, wie zum 
Beispiel Leber, Niere, Brustdrüse, Lymphknoten, Plazenta und Gehirn nachgewiesen werden. 
Der Corepressor scheint bei der Entwicklung des Gehirns eine entscheidende Rolle zu 
spielen. Wird das Gen, das für CSN2 kodiert, bei Mäuseembryonen ausgeschaltet, sterben 
diese bereits kurz vor der Einnistung in den Uterus ab [Lykke-Andersen et al., 2003]. Diese 
Daten belegen, dass Alien eine wichtige Stellung in der Zelle einnimmt und essentiell für 
deren Viabilität ist. 
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1.2 Der COP9-Komplex  
CSN2 ist ein wesentlicher Bestandteil des COP9-Komplexes. Dieser Komplex wurde 
ursprünglich als negativer Regulator der Photomorphogenese in Arabidopsis beschrieben 
[Wei et al., 1994; Wei & Deng, 1999]. Später wurde nachgewiesen, dass der COP9-Komplex, 
der auch als Signalosom bezeichnet wird, in Organismen von Schizosaccharomyces pombe 
bis hin zum Menschen konserviert vorliegt [Seeger et al., 1998; Mundt et al., 1999]. Dabei 
zeigte sich eine direkte Beteiligung des COP9-Komplexes an unterschiedlichen 
physiologischen Prozessen. So führt die Ausschaltung von CSN1 und CSN2 in 
Schizosaccharomyces pombe zu langsamerem Wachstum und erhöhter UV-Empfindlichkeit 
[Zhou et al., 2001]. Dagegen kommt es bei Drosophila melanogaster zu einem Absterben im 
späten Larven- oder Puppenstadium, wenn die Assemblierung des Signalosoms gestört war 
[Freilich et al., 1999]. Das Signalosom besteht aus acht Untereinheiten, deren 
Molekulargewicht zusammen circa 320 kDa beträgt [Schwechheimer, 2004]. Durch die 
Assoziation mit verschiedenen zusätzlichen Interaktionspartnern, wie zum Beispiel Kinasen, 
erreicht der Komplex aber bei der Aufreinigung eine Größe 450 bis 700 kDa [Uhle et al., 
2003].  
Bisher konnten dem COP9-Komplex drei biochemische Aktivitäten zugeordnet werden:  
Phosphorylierung, Deneddylierung und Deubiquitinierung [Wolf et al., 2003].  
Durch Phosphorylierung beeinflusst der Komplex verschiedene Signaltransduktionswege 
[Henke et al., 1999]. Hierbei werden beispielsweise c-Jun oder IκBα phosphoryliert [Seeger 
et al., 1998]. Neben den beiden Inhibitoren des NFκB-Weges wird auch p53 durch CSN5 
phosphoryliert und so für den Abbau im Proteasom markiert [Bech-Otschir et al., 2002]. Die 
Stabilisierung von c-Jun und die Degradation von p53 werden durch eine Überexpression von 
CSN2 verstärkt [Huang et al., 2005].  
Die Deneddylierung ist wichtig für die Rolle des COP9-Komplexes als 
Rekrutierungsplattform für Cullin-Ubiquitinligasen, die Proteine für den Abbau im Proteasom 
markieren [Peng et al., 2003]. Zur Aktivierung dieses Prozesses muss das Ubiquitin-ähnlichen 
Proteins NEDD8 an die Cullin-Untereinheit des Komplexes gebunden werden. Doch für die 
vollständige und dauerhafte Funktionsfähigkeit der Cullin-Ubiquitinligasen ist ein Zyklus aus 
Anlagerung von NEDD8 und anschließender Deneddylierung notwendig. Die Abspaltung des 
positiven Regulators NEDD8 wird durch den COP9-Komplex katalysiert [Wolf et al., 2003; 
Richardson & Zundel, 2005].  
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Die Deubiquitinierung wird anscheinend vom Enzym USP15/Ubp12 vermittelt, das als 
Interaktionspartner des Signalosoms identifiziert wurde [Hetfeld et al., 2005]. Dieses Protein 
wird auch mit der Deneddylierungs-Regulation des COP9-Signalosoms in Verbindung 
gebracht. Die Abspaltung des Ubiquitins kann entweder den Abbau im Proteasom verhindern 
oder zu einer Änderung der Aktivität von Proteinen führen, wie beispielsweise bei der 
Beeinflussung der DNA-Schadensreparatur durch den COP9-Komplex [Groisman et al., 
2003; Bondar et al., 2006; Chamovitz, 2009].  
Die Assemblierung des COP9-Komplexes aus seinen Untereinheiten erfordert die Interaktion 
der MPN-Domänen und der PCI-Domänen. Diese 150 bis 200 Aminosäuren langen Domänen 
wurden darüber hinaus bei der 19S Untereinheit des Proteasoms und dem Initiationsfaktor 3 
beschrieben [Bech-Otschir et al., 2002]. Auch in weiteren strukturellen Aspekten ähneln die 
Untereinheiten des Signalosoms dem Deckel des Proteasoms [Henke et al., 1999; Sharon et 
al., 2006; Sharon et al., 2009]. Des Weiteren konnten in Drosophila bereits 
Wechselwirkungen zwischen CSN2 und der Proteasomenuntereinheit Rpn6 nachgewiesen 
werden [Lier & Paululat, 2002]. Aus diesem Grund wurde eine funktionelle Interaktion 
zwischen den beiden Komplexen, mit dem COP9-Komplex als alternativer Deckel des 
Proteasoms, postuliert [Li & Deng, 2003]. Über das Vorhandensein von Superkomplexen, die 
aus COP9, dem 26S Proteasom und den Ubiquitinligasen bestehen und den Abbau von 
Proteinen in der Zelle bestimmen, wird ebenfalls spekuliert [Huang et al., 2005].  
Die Strukturen des COP9-Komplexes und des Deckel-Subkomplexes des 19S Proteasoms 
wurden mittels 2-D-Elektronen-Mikroskopie bestimmt und miteinander verglichen. Dabei 
wurde festgestellt, dass beide Komplexe assymetrisch aufgebaut sind [Kapelari et al., 2000; 
Wolf et al., 2003]. Des Weiteren bestehen beide Komplexe aus zwei stabilen Modulen 
[Sharon et al., 2009]. Darüber hinaus scheinen aber keine größeren strukturellen 
Ähnlichkeiten zu bestehen (Abb. 1).  
   








Abbildung 1. Vergleich des COP9-Signalosoms mit dem 19S Proteasom Basis-Komplex 
Die Struktur der beiden Komplexe wurde mit Hilfe massenspektrometrischer Methoden aufgeklärt. Beide 
Komplexe bestehen aus zwei Modulen (gelb und lila hinterlegt). Trotz der hohen Sequenzhomologie zwischen 
den Untereinheiten bestehen größere strukturelle Unterschiede zwischen den beiden Komplexen. Die Lage von 
CSN2 im COP9-Komplex wird durch einen Pfeil verdeutlicht. (Abbildung modifiziert nach [Sharon et al., 
2009]) 
1.3 Das Proteasom  
Neben der Degradation von Proteinen in den Lysosomen erfolgt der Abbau von Proteinen in 
der Zelle hauptsächlich über das Proteasom [Ferrell et al., 2000]. Besonders kurzlebige 
Proteine, die den Zellzyklus steuern, die Transkription beeinflussen, den Zelltod auslösen 
oder aus einem anderen Grund in ihrer Lebensdauer strikt reguliert werden müssen, werden 
von diesem System abgebaut [Hershko & Ciechanover, 1998]. Zur Markierung der 
entsprechenden Proteine wird an diese Ubiquitin, ein 76 Aminosäuren langes Protein, 
katalytisch gebunden [Hershko & Ciechanover, 1998]. Die Substratspezifität wird hierbei 
durch eine Reihe von verschiedenen Proteinen, wie zum Beispiel Mitgliedern der Cullin-
Familie, vermittelt.  
Charakteristisch für das Proteasom ist die zylindrische Gestalt der rund 700 kDa schweren 
20S Untereinheit, die mehrere Endopeptidase-Aktivitäten in ihrem Lumen aufweist [Driscoll, 
1994]. Dieser Teil des Proteasoms kann die Proteine nicht alleine abbauen [Glickman et al., 
1998]. Dafür ist die Aktivierung durch das 19S regulatorische Partikel notwendig. Das 19S 
Proteasom weist eine reverse Chaperon-Aktivität auf, die eine Entfaltung und Translokation 
der Proteine in den proteolytisch aktiven Teil des Komplexes ermöglicht [Corn et al., 2003]. 
Das regulatorische Partikel kann in zwei Subkomplexe - eine Basis und einen Deckel - 
getrennt werden. Dabei enthält die Basis sechs ATPasen (TRIP1, TBP1, TBP7, S4, MSS1 und 
p42), die die Energie für die Zerstörung der tertiären Struktur der Proteine bereitstellen, 
während der Deckel die Bindung der abzubauenden Proteine vermittelt [Su et al., 2000]. Die 
19S und 20S Subkomplexe bilden zusammen das rund 2000 kDa schwere 26S Proteasom, das 
für die vollständige Aktivität benötigt wird (Abb. 2) [Driscoll & Goldberg, 1990].  
COP9-Signalosom          19S Proteasom Basis-Komplex 
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Abbildung 2. Aufbau des 26S Proteasoms und seiner Subkomplexe 
Das Proteasom besteht aus dem proteolytisch aktiven 20S Proteasom und dem regulatorischen 19S Proteasom. 
Der 19S Subkomplex wiederum spaltet sich in die Basis, die mit Hilfe von ATPasen Proteine in das Lumen des 
20S Proteasoms leitet, und in den Deckel, der für die Substratbindung und die Abspaltung der Ubiquitinreste 
verantwortlich ist (Abbildung aus [Kloetzel, 2001]).  
1.4 Anaphase promoting complex / Cyclosome (APC/C) 
Während des Zellzykluses markieren hauptsächlich zwei E3 Ubiquitinligasen, der Anaphase 
promoting complex / Cyclosome und der SCF-Komplex (Skp1/Cullin/F-box), Cycline mit 
Ubiquitin für den Abbau im 26S Proteasom. Durch diese Degradation der Cycline wird 
gewährleistet, dass der Zellzyklus unidirektional abläuft [Weissman, 2001; Wäsch & 
Engelbert, 2005]. Bisher wurden viele verschiedene Targets des APC/C beschrieben, 
beispielsweise Cycline (Cyclin A, Cyclin B), mitotische Kinasen (Polo-like Kinase, Aurora 
Kinase) und DNA-Replikationsfaktoren (Cdc6, Geminin) [Thornton & Toczyski, 2003; 
Lindon & Pines, 2004]. Die Substratspezifität des APC/C wird durch zwei Adaptoren 
vermittelt: CDH1 und CDC20. Diese Proteine binden abhängig von der Zellzyklusphase an 
den Komplex und unterliegen einer strikten Regulation durch posttranslationale 
Modifikationen und Degradation [Machida & Dutta, 2007]. Durch den APC/C wird 
gewährleistet, dass am Ende der Mitose alle Cycline abgebaut werden und somit die Zellen 
entweder in die G0-Phase übergehen oder einen neuen Zellzyklus kontrolliert beginnen 
können.  
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Der APC/C besitzt einen sehr komplexen Aufbau, der noch nicht vollständig aufgeklärt ist 
[Vodermaier et al., 2003; Thornton & Toczyski, 2006; Herzog et al., 2009]. Bisher konnten 
drei Teilkomplexe identifiziert werden. Der katalytisch aktive Teil besteht hauptsächlich aus 
dem cullin-artigen APC2 und APC11, das E2 Ubiquitinligasen binden kann [Tang et al., 
2001]. APC3, APC6, APC7 und APC8 bilden den zweiten Teilkomplex, der die Adaptoren 
CDH1 und CDC20 an den Komplex rekrutiert [Vodermaier et al., 2003]. Dagegen fungieren 
APC1, APC4 und APC5 als Gerüst, das den katalytischen mit dem regulatorischen Teil 
verbindet (Abb. 3). Dieser komplexe Aufbau erschwert die molekularbiologische Analyse des 
APC/C-Komplex [Thornton et al., 2006]. 
 
 
Abbildung 3: Struktur des APC/C 
Die Abbildung veranschaulicht die Struktur des APC/C. Die Untereinheiten, die direkt an der 
Ubiquitinilierungsreaktion beteiligt sind, wurden orange gekennzeichnet. Die gelb dargestellten Proteine sind für 
die Substraterkennung notwendig. Dabei wird hier exemplarisch das Adaptorprotein CDH1 gezeigt. Alternativ 
kann auch Cdc20 an diese Stelle zwischen APC2 und CDC27 binden und damit die Substratspezifität ändern. 
Zusammen mit APC2 stellen die gelb und orange gekennzeichneten Untereinheiten den minimalen, katalytisch 
aktiven Komplex dar. APC1, APC4 und APC5 bilden das Gerüst, das diesen Subkomplex mit den TPR-
Domänen-Proteinen (Tetratrico peptide repeat domain) wie Cdcd27 und Cdc16 verbindet. Es wird vermutet, dass 
diese TPR-Domänen-Proteinen für die Substratspezifität notwendig sind. (Abbildung aus [Peters, 2006]). 
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1.5 Ziele der Arbeit 
Alien wurde in den letzten Jahren als Regulator verschiedener biochemischer Prozesse in der 
Zelle charakterisiert. Diese reichen von der Transkription über posttranslationale 
Modifikationen bis hin zur proteasomalen Degradation.  
Um das Verständnis der biologischen Rolle von Alien in der Zelle zu erweitern, sollten in 
dieser Arbeit als erstes neue Interaktionspartner identifiziert werden. Dazu wurde ein Assay 
verwendet, der eine Kombination aus Immunpräzipitation, Erzeugung eines Peptid-Massen-
Fingerabdruckes und Massenspektrometrie zur Identifizierung der gebundenen Proteine 
darstellt. Falsch positive und falsch negative Ergebnisse wurden durch die Untersuchung von 
endogen exprimierten Proteinen vermindert. Mit diesem Ansatz sollte insbesondere 
untersucht werden, inwiefern Alienα an Transkriptionsfaktoren aus verschiedenen 
Signalwegen bindet.  
Des Weiteren war es ein Ziel dieser Arbeit, die hier erstmalig beschriebene Interaktion von 
CSN2 mit dem APC/C näher zu charakterisieren. Dabei sollte im Speziellen überprüft 
werden, inwiefern das COP9-Signalosom an dieser Interaktion und deren Regulation beteiligt 
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2. Publikationen 
2.1 Detection and identification of transcription factors as interaction 
partners of alien in vivo. 
 
Kob R, Baniahmad A, Escher N, von Eggeling F, Melle C.  
Cell Cycle. 2007 Apr 15; 6(8):993-6 PubMed PMID: 17438371. 
 
 
In der ersten Publikation wurde ein Assay, der immunologische Ansätze und SELDI-
Massenspektrometrie kombiniert, zur Identifizierung neuer Protein-Protein-Interaktionen von 
Alienα etabliert. Dabei wurden sowohl generelle Transkriptionsfaktoren des TFIIH 
Komplexes (p44 und ERCC3) als auch Coaktivatoren nukleärer Kernhormonrezeptoren 
(CRSP3, VDRIP und TRIP11) identifiziert. Die neu beschriebenen Bindungspartner deuten 
auf eine Beteiligung von Alienα sowohl bei der Transkription als auch bei der DNA Reparatur 
und der Zellzyklusregulation hin.  
Die experimentellen Laborarbeiten wurden bei dieser Publikation ausschließlich von mir 
durchgeführt.  
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2.2 The tumor suppressors p33ING1 and p33ING2 interact with alien in 
vivo and enhance alien-mediated gene silencing. 
 
Fegers I, Kob R, Eckey M, Schmidt O, Goeman F, Papaioannou M, Escher N, von 
Eggeling F, Melle C, Baniahmad A. 
J Proteome Res. 2007 Nov;6(11):4182-8.  
 
 
Diese Studie zeigt die funktionelle Interaktion von endogen expremierten Alienα mit den 
Tumorsuppressor-Proteinen p33ING1 und p33ING2. Die Bindung wurde in vitro bestätigt 
und eine Interaktionsdomäne konnte bestimmt werden. Hierbei wurde nachgewiesen, dass 
p33ING1 und p33ING2 die transkriptionelle Repression durch Alienα verstärken.  
Bei dieser Publikation habe ich mit Hilfe der Immunpräzipitation, der massenspektrometr-
ischen Analyse und des tryptischen Verdaus p33ING1 und p33ING2 als neue 
Interaktionspartner von Alienα in vivo identifiziert. Diese Ergebnisse wurden mit Co-
Immunpräzipitationen der endogen exprimierten Proteine von mir bestätigt. Alle weiteren 
Arbeiten wurden von den anderen Autoren der Studie durchgeführt. 
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2.3 Regulation of the anaphase-promoting complex by the COP9-
signalosome. 
 
Kob R, Kelm J, Posorski N, Baniahmad A, von Eggeling F, Melle C. 
Cell Cycle. 2009 Jul 1;8(13):2041-9.  
 
 
In einer weiteren Protein-Protein-Interaktionstudie wurde eine Wechselwirkung des CSN2 
mit dem Anaphase promoting complex / Cyclosome nachgewiesen. Damit konnte ein neuer 
Regulationsmechanismus des proteasomalen Abbaus durch CSN2 gezeigt werden. Durch 
diese Beeinflussung kommt es zu einer veränderten Degradation verschiedener 
Zellzyklusregulatoren, wodurch eine erhöhte genetische Instabilität erzeugt wird. 
Die experimentellen Laborarbeiten wurden weitestgehend von mir durchgeführt. 
Ausgenommen davon sind die Experimente, die auf einem knock-down von CSN5 beruhen 
und von der von mir betreuten Diplomandin Juliane Kelm bearbeitet wurden. Die genetische 
Instabilität wurde von Nicole Posorski mit Hilfe des 50k Mikroarrays von Affymetrix 
gemessen. Die verwendeten Plasmide wurden von Prof. Aria Baniahmad zur Verfügung 
gestellt. 
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2.4 The COP9 regulation of the APC/C is modulated by Alienα  
 
Robert Kob, Nicole Posorski, Stephan Tenbaum1,3, Sergiy Kyrylenko4, Volker Döring2, 
Christian Hoischen2, Ferdinand von Eggeling, Aria Baniahmad1,4, Christian Melle 
Eingereicht bei Journal of Biological Chemistry 
 
In dieser Studie wurde gezeigt, dass neben CSN2 auch Alienα mit dem APC/C funktionell 
interagieren kann. Dabei verändert Alienα die Degradationskinetik einiger APC/C-
Targetproteine und kann durch Akkumulation mitotischer Cycline in der G1-Phase zu einer 
erhöhten genetischen Instabilität führen. Darüber hinaus beeinflusst Alienα die Stabilität 
sowohl des APC/C-Komplexes als auch einiger seiner Untereinheiten. Anhand dieser Daten 
zeigt sich das komplexe Zusammenspiel der beiden Alien-Isoformen in der Regulation der 
proteasomalen Degradation. 
Bis auf den Phosphorylierungsassay (Dr. Stephan Tenbaum) und die Analyse der genetische 
Instabilität (Nicole Posorski) wurden alle experimentellen Laborarbeiten von mir 
durchgeführt. Für diese Arbeit wurden Plasmide von Dr. Christian Hoischen (APC2-
Domänen) und Prof. Aria Baniahmad (Alien-Isoformen) bereitgestellt.  
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3. Diskussion 
Die Identifikation von neuen Protein-Protein-Interaktionen ist ein wichtiger Ansatz, um auf 
die biologische Funktion des untersuchten Proteins schließen zu können. Dabei wird davon 
ausgegangen, dass die physiologische Wirkung der meisten Proteine erst durch ihre 
Bindungspartner bestimmt wird [Coulombe et al., 2004]. Viele Techniken für die 
Identifikation von neuen Interaktionspartnern, wie das Hefe-2-Hybridsystem, arbeiten mit 
hoch exprimierten Proteinen, die unter in vitro Bedingungen untersucht werden. Dies führt zu 
einer hohen Anzahl an falsch positiv oder falsch negativen Ergebnissen [Krause, 2006].  
Darüber hinaus werden viele Interaktionen nur über die Wechselwirkung mehrerer Partner 
vermittelt [Gavin et al., 2002]. Um diese Probleme auszuschliessen, wurde ein Interaktions-
assay etabliert, der auf der Untersuchung von endogen exprimierten Proteinen beruht. Zur 
Absicherung der Ergebnisse werden dabei die mittels spezifischer Antikörper präzipitierten 
Proteine einmal anhand ihres Molekulargewichtes im Massenspektrometer und zusätzlich 
aufgrund ihres Peptid-Massen-Fingerabdrucks identifiziert. Anschließend werden diese neuen 
Bindungspartner mit einer Co-Immunpräzipitation bestätigt [Lehmann et al., 2005].  
Um besser verstehen zu können, welche biologischen Prozesse durch Alien beeinflusst 
werden, wurde dieser Assay genutzt, um neue Interaktionspartner der beiden Alien-Isoformen 
zu identifizieren. Abschließend wurden einige der neuen Interaktionspartner mit Hilfe von 
Co-Immunpräzipitationen und anschließender Detektion mittels spezifischer Antikörper im 
Western Blot bestätigt. Dabei fällt aber auf, dass die Ergebnisse der Massenspektrometrie sich 
nicht vollständig mit den spezifischen Banden aus dem Gellauf decken. So konnten einige 
Signale des Massenspektrums der unverdauten Interaktionspartner nicht im Gel detektiert 
werden. Zusätzlich wiesen einige Banden im Gel keine Entsprechung im Massenspektrum 
auf. Dieser Umstand kann mit den methodischen Unterschieden in der Elution 
beziehungsweise der jeweiligen Detektion begründet werden. So werden nicht alle Proteine 
gleich gut im SELDI-Massenspektrometer ionisiert und dementsprechend ist die Detektion 
auch nicht quantitativ. Des Weiteren läuft ein Teil der Proteine im Gel nicht genau 
proportional zu seinem Molekulargewicht. Dadurch ist eine Zuordnung zu dem 
entsprechenden Massenspektrum erschwert. Hinzu kommt, dass ein Teil der 
Interaktionspartner eine ähnliche Größe wie die Antikörper-Fragmente aufweist und deshalb 
nicht als spezifisch erkannt werden kann. Trotz dieser methodischen Beschränkungen konnten 
mit der beschriebenen Vorgehensweise viele neue Bindungspartner von Alien identifiziert 
werden. 
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3.1 Identifizierung neuer Interaktionspartner von Alien 
Die beiden Alien-Isoformen, CSN2 und Alienα, wurden in den letzten Jahren als Regulatoren 
von vielen verschiedenen Prozessen in der Zelle beschrieben. So wurde Alienα als 
Corepressor nukleärer Hormonrezeptoren wie dem Thyroidhormon-Rezeptor oder dem 
Vitamin-D3-Rezeptor charakterisiert [Polly et al., 2000]. Corepressoren können die 
Transkription aktiv inhibieren ohne DNA direkt zu binden. Die Rekrutierung zu den 
spezifischen Zielgenen erfolgt mittels Transkriptionsfaktoren, die an den entsprechenden 
Promotoren lokalisiert sind. Viele Corepressoren können noch zusätzliche Faktoren wie 
Histondeacetylassen und Histonmethyltransferasen rekrutieren, die die Stilllegung der 
Genaktivität zusätzlich fördern [Burke & Baniahmad, 2000]. So konnte in Vorarbeiten eine 
durch Alienα induzierte Repression der transkriptionellen Aktivität von E2F-1 gezeigt werden 
[Escher et al., 2007; Tenbaum et al., 2007]. In Übereinstimmung mit seiner Bindung an den 
Thyroidhormon-Rezeptor konnte in der vorliegenden Arbeit eine Interaktion von Alienα mit 
dem Thyroidhormon-Rezeptor interagierenden Protein 11 (TRIP11) nachgewiesen werden 
[Kob et al., 2007]. Dieses Protein ist ein Coaktivator des Thyroidhormon-Rezeptors und wirkt 
somit entgegengesetzt zu Alienα. Dabei interagiert Alienα mit dem Rezeptor in Abwesenheit 
des T3-Hormons, während TRIP11 nur im Zusammenspiel mit dem Hormon binden kann 
[Dressel et al., 1999]. Aus diesem Grund bindet Alienα TRIP11 entweder unabhängig von 
dem Thyroidhormon-Rezeptor oder die Interaktion wird über ein Adaptor-Protein vermittelt. 
Hierbei könnte das Rb-Protein eine entscheidende Rolle spielen, da es beide Proteine bindet 
und als Repressor des Thyroidhormon beschrieben werden konnte [Chang et al., 1997; Escher 
et al., 2007].  
Aufgrund der hohen Sequenzhomologie der beiden Alien-Isoformen erkennt der verwendete 
Antikörper sowohl CSN2 als auch Alienα. Bei der Bestätigung der in diesem Kapitel 
beschriebenen neuen Interaktionspartner wurde außer für TRIP11 nicht explizit 
nachgewiesen, welche Isoform gebunden war. Damit kann nicht bestimmt werden, welche der 
im Folgenden beschriebenen Interaktionspartner nur an CSN2 oder nur an Alienα oder an 
beide binden.  
Des Weiteren wurden die beiden Untereinheiten VDRIP und CRSP3 des Vitamin-D-
Rezeptor-interagierenden-Protein-Komplexes (VDRIP-Komplex) als Bindungspartner von 
Alien identifiziert. Dieser Komplex kann an mehrere nukleäre Hormonrezeptoren binden und 
deren Transkriptionsaktivierung nach Bindung des Liganden verstärken [Rachez et al., 1999]. 
Auch in diesem Fall wechselwirkt Alien mit Aktivatoren der nuklären Hormonrezeptoren. 
Anscheinend existiert keine vollständig klare Trennung der Bindung von Coaktivatoren und 
   
3. Diskussion  56 
Corepressoren an die nukleären Hormonrezeptoren, da beide Faktoren auch miteinander 
interagieren. Wie aber die Wechselwirkung dieser beiden Gegenspieler erfolgt und reguliert 
wird, konnte bisher nicht geklärt werden. 
Darüber hinaus wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass Alien an die zwei Untereinheiten ERCC3 
und p44 des TFIIH Subkomplexes der RNA-Polymerase II binden kann. Die RNA-
Polymerase II wiederum wird durch den VDRIP-Komplex beziehungsweise auch durch den 
aktiven Thyroidhormon-Rezeptor an aktive Promotoren rekrutiert und ermöglicht dann die 
Transkription des entsprechenden Gens [Ptashne & Gann, 1997; Ryu et al., 1999; Liu et al., 
2005]. Damit kann vermutet werden, dass Alien diese Genaktivierung beeinflussen kann. 
Neben seiner Funktion als genereller Transkriptionsfaktor ist der TFIIH-Komplex auch in die 
Reparatur von DNA-Schäden involviert [Reardon & Sancar, 2004]. Dabei wird das COP9-
Signalosom, und damit CSN2, zusammen mit TFIIH zum DNA-Schaden rekrutiert und ist für 
die Reparatur essentiell notwendig [Groisman et al., 2003; Fousteri et al., 2006].  
Die hier gezeigte Interaktion mit B23/Nucleophosmin ist nur schwer funktionell zu deuten, da 
dieses Protein in sehr viele verschiedene Signalwege integriert ist [Okuda, 2002]. So wurde 
unter anderem eine Beteiligung von B23 an der Zellzyklusregulation, der Apoptose über p53-
Aktivierung und dem Rb-Signalweg nachgewiesen [Takemura et al., 1999; Falini et al., 2005; 
Li et al., 2006; Lin et al., 2006]. Es konnte nachgewiesen werden, dass Alienα ebenfalls mit 
mehreren Proteinen, die am E2F/Rb Signalweg beteiligt sind, funktionell wechselwirkt 
[Escher et al., 2007; Tenbaum et al., 2007]. Damit wäre eine gemeinsame physiologische 
Funktion von Alienα und B23 in dem E2F/Rb Signalweg möglich. 
Des Weiteren konnte in dieser Arbeit erstmals eine Interaktion von Alienα mit p33ING1 und 
p33ING2 beschrieben werden [Fegers et al., 2007]. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass die 
Überexpression von p33ING1 und p33ING2 eine verstärkte transkriptionelle Repression 
durch Alienα ermöglicht. Sowohl p33ING1 als auch p33ING2 wurden als 
Transkriptionsrepessoren beschrieben und können Zellen in die Seneszenz führen [Goeman et 
al., 2005]. In Übereinstimmung damit wurde auch Alien als positiver Regulator der 
Seneszenz charakterisiert [Leal et al., 2008].  
Damit konnte der Assay zur Detektion von Interaktionspartnern unter Verwendung endogen 
exprimierter Proteine erfolgreich für die Suche nach neuen Bindungspartnern von Alien 
verwendet werden. Die Ergebnisse bestätigen die bisher beschriebenen physiologischen 
Funktionen Aliens als Transkriptionsregulator und erweitern sie um weitere 
Signaltransduktionswege. 
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3.2 Regulation des Anaphase promoting complex / Cyclosome 
(APC/C) durch CSN2 
In einigen Publikationen wurde der Einfluss des COP9-Signalosoms auf das Ubiquitin / Prot-
easom-System untersucht. So konnte eine starke Homologie zwischen dem COP9-Signalosom 
und dem Deckel des 19S Proteasoms nachgewiesen werden [Li & Deng, 2003; 
Schwechheimer, 2004]. Anscheinend konkurrieren die beiden Komplexe um die Bindung an 
das 26S Proteasom und modifizieren so dessen Substratspezifität in vitro [Huang et al., 2005]. 
Die bisher vorliegenden Daten basieren aber nicht auf endogen exprimierten Proteinen und 
könnten somit Artefakte darstellen. Mit Hilfe der beschriebenen Interaktionsstudien konnten 
vier Untereinheiten der Basis des 19S Proteasoms (SUG1, TBP1, S4 und 26S Proteasom-
Untereinheit S5B) und eine Untereinheit des 20S Proteasoms (20S Proteasom-Untereinheit 
α6) als Bindungspartner von CSN2 präzipitiert werden [Kob et al., 2009]. Im Anschluss 
wurden diese Interaktionen - außer der 26S Proteasom-Untereinheit S5B - mit Hilfe von Co-
Immunpräzipitationen und dem spezifischen Nachweis im Western Blot bestätigt. Damit 
konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass endogen exprimiertes CSN2 in vivo sowohl mit 
der Basis des 19S Proteasoms als auch mit dem 20S Proteasom interagiert.  
In einem weiteren Interaktionsassay mit einem CSN2-spezifischen Antikörper wurden die 
Untereinheiten APC1, APC4 und APC6 des Anaphase promoting complex / Cyclosome 
(APC/C) als potentielle Bindungspartner von CSN2 identifiziert. Der APC/C ist neben dem 
SCF-Komplex hauptsächlich an der Markierung von Zellzyklusregulatoren mit Ubiquitin zur 
Degradation im 26S Proteasom beteiligt. Das Substratspektrum reicht dabei von Cyclinen 
(Cyclin A, Cyclin B), Untereinheiten verschiedener Signaltransduktionswege (SnoN, Ets2), 
DNA-Replikation-Regulatoren (Geminin, Cdc6) bis zu Proteinen, die an der 
Spindelformation beteiligt sind (Securin, XKid) [Harper et al., 2002; Li & Zhang, 2009]. 
Die physikalische Interaktion zwischen CSN2, dem Proteasom und dem APC/C wurde näher 
charakterisiert. Der beschriebene Interaktionstest kann nicht zwischen direkten und über 
zusätzliche Proteine vermittelten Interaktionen unterscheiden. Damit die biologische Funktion 
von CSN2 weiter beschrieben werden kann, wurde deshalb die Bindung des COP9-
Komplexes an das Proteasom und den APC/C untersucht. Dafür wurde der 
Proteasomeninhibitor N-Ethylmaleimid (NEM) eingesetzt, der zu einer Auflösung des COP9-
Komplexes in seine Untereinheiten führt [Hetfeld et al., 2005]. Damit kann nachgewiesen 
werden, ob die Bindung von CSN2 an das Proteasom beziehungsweise den APC/C direkt oder 
nur als Bestandteil des COP9-Komplexes erfolgt. Stellvertretend wurden die Untereinheit 
APC1 für den APC/C-Komplex und SUG1, das auch als TRIP1 bezeichnet wird, für die Basis 
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des 19S Proteasoms untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass die Interaktion von CSN2 mit 
SUG1, die in unbehandelten U2OS-Lysat nachgewiesen werden konnte, durch die Inkubation 
des Lysates mit NEM aufgehoben wurde. Dieses Ergebnis konnte sowohl durch eine 
Präzipitation mit spezifischen Antikörpern gegen SUG1 als auch gegen CSN2 mit 
anschließender Detektion des jeweils anderen Interaktionspartners im Western Blot bestätigt 
werden. Damit konnte gezeigt werden, dass der COP9-Komplex allerdings nicht dessen 
CSN2-Untereinheit alleine an die Basis des 19S Proteasoms binden kann. Im Gegensatz dazu 
war ein spezifischer APC1-Antikörper in der Lage, sowohl ohne als auch mit Zusatz von 
NEM sowohl CSN2 als auch SUG1 zu präzipitieren. Damit ist es wahrscheinlich, dass diese 
Bindung jeweils unabhängig von einem intakten COP9-Signalosom ist.  
Hierfür bieten sich zwei Erklärungsmöglichkeiten an. Erstens könnte der APC/C sowohl von 
dem COP9-Komplex als auch von dem Deckel-Subkomplex des 19S Proteasoms rekrutiert 
werden und dementsprechend der Abbau der entsprechenden Targets beeinflusst werden. 
Alternativ könnte der APC/C unabhängig von den beiden Komplexen an das Proteasom 
binden und seine Funktion spezifisch erfüllen. In diesem Fall wären der Deckel-Subkomplex 
und das COP9-Signalosom nicht essentiell nötig und würden nur bei Bedarf die 
Substratubiquitinierung und die anschließende Degradation modifizieren [Lee et al., 2005]. In 
beiden Fällen bilden sich hochmolekulare Proteinkomplex-Konglomerate, die eine schnelle 
Ubiquitin-Markierung und Degradation von Substraten ohne Entweichen von Intermediaten 
garantieren können [Peng et al., 2003]. Zusätzlich ist es möglich, vielfältigste zelluläre 
Signale zu integrieren und somit eine bedarfsgerechte Modulation des Ubiquitin / Proteasom-
Weges zu erreichen.  
Die Beeinflussung der Substratumsetzung durch CSN2 wurde im Folgenden für die APC/C-
Targets SnoN, Cyclin A, Cyclin B und CDC6 untersucht. Dazu wurden als erstes die 
zellulären Konzentrationen dieser Proteine nach Überexpression von CSN2 ermittelt. Die 
Hochregulation von CSN2 führt zur de novo Assemblierung des COP9-Komplexes [Huang et 
al., 2005]. Damit sollte der Einfluss des Signalosoms auf den APC/C untersucht werden. 
SnoN und CDC6 lagen in niedrigeren Konzentrationen vor, während Cyclin A ein höheres 
Proteinniveau aufwies. Dagegen war keine Änderung für Cyclin B zu detektieren. Eine 
Reduktion des aktiven COP9-Komplexes durch knockdown der Untereinheit CSN5 mittels 
spezifischer CSN5 siRNA führte zu einer gegenteiligen Beeinflussung. Damit konnte gezeigt 
werden, dass CSN2 im Zusammenspiel mit dem COP9-Signalosom die Stabilität von APC/C 
Targets reguliert. Es stellte sich hierbei heraus, dass der COP9-Komplex den APC/C nicht 
generell inhibiert oder aktiviert, sondern eine Substratspezifität aufweist. So wurden die 
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Konzentrationen der untersuchten APC/C-Substrate nicht in die gleiche Richtung geändert, 
sondern der Einfluss war abhängig von dem entsprechenden Target. Um auszuschließen, dass 
der Effekt auf einer transkriptionellen Regulation beruht, wurde ein Cycloheximide-Chase-
Experiment durchgeführt. Dabei wurde die Translation durch Cycloheximid geblockt und die 
Abnahme der Proteinkonzentrationen durch Degradation konnte über die Zeit mittels Western 
Blot sichtbar gemacht werden. Mittels dieses Ansatzes wurde der Einfluss von CSN2 auf den 
Abbau der untersuchten APC/C-Targets bestätigt. Es muss aber davon ausgegangen werden, 
dass die beobachteten Resultate möglicherweise durch das Zusammenspiel des APC/C mit 
dem SCF-Komplex herrühren, da sowohl Cyclin A als auch CDC6 Substrate beider E3-
Ligasen sind [Nakayama & Nakayama, 2006].  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CSN2 nicht mit dem APC/C während der Mitose 
interagiert. Dafür wurden U2OS-Zellen in den verschiedenen Zellzyklusstadien arretiert und 
anschließend eine Co-Immunpräzipitation mit einem spezifischen CSN2-Antikörper 
durchgeführt. Cyclin B wird am Ende der Mitose durch den APC/C ubiquitiniert und 
daraufhin abgebaut [Li et al., 2007]. Da die Bindung von CSN2 an den APC/C in dieser 
Zellzyklusphase aufgehoben ist, könnte dies erklären, warum keine Regulation der 
Konzentration von Cyclin B durch den COP9-Komplex detektiert werden konnte. 
Änderungen in der Konzentration der Cycline aber auch von CDC6 führen zu Fehlern in der 
Zellzyklusprogression und können somit zu genetischer Instabilität führen. Die Deregulation 
des APC/C kann hauptsächlich auf zwei Wegen zu diesen genetischen Veränderungen 
beitragen.  
Einerseits ist dieser Komplex für den Spindel-Kontrollpunkt verantwortlich, der solange ein 
Voranschreiten von der Meta- zur Anaphase verzögert, bis sich alle Chromosomen an die 
mitotische Spindel angeheftet haben. Fehler in diesem Kontrollpunkt führen zu einer 
ungleichmäßigen Verteilung der Schwesterchromatiden in den Tochterzellen und somit zum 
Zugewinn oder Verlust ganzer Chromosomen [Wäsch & Engelbert, 2005]. Aufgrund der 
fehlenden Interaktion von CSN2 und dem APC/C in der Mitose und der unveränderten 
Degradationkinetik von Cyclin B waren Schäden durch diesen Mechanismus eher 
unwahrscheinlich.  
Auf der anderen Seite kann eine, durch die Deregulation des APC/C hervorgerufene, erhöhte 
Cyclin-Aktivität in der G1-Phase und eine Veränderung der CDC6-Konzentration zu Fehlern 
in der Replikation führen. Hierbei akkumulieren DNA-Schäden in der S-Phase und es kann zu 
einer Re-Replikation kommen [Vaziri et al., 2003]. In Übereinstimmung damit konnten in der 
vorliegenden Arbeit sowohl Verluste als auch Vervielfältigungen von 
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Chromosomenabschnitten nach einer stabilen Überexpression von CSN2 detektiert werden. 
Darüber hinaus wurde aber auch eine Beteiligung des COP9-Komplexes an der DNA-
Schadensreparatur und der Replikation auf anderen Wegen als über den APC/C beschrieben, 
die unsere Ergebnisse ebenfalls erklären könnten [Groisman et al., 2003; Richardson & 
Zundel, 2005]. Aufgrund der Komplexität der biochemischen Wege, die das COP9-
Signalosom moduliert, kann hier nicht abschließend geklärt werden, welcher Anteil der DNA-
Schäden durch eine Fehlregulation des APC/C hervorgerufen wird. Da CDC6 einen der 
entscheidenden Faktoren für eine korrekte Replikation darstellt, ist dessen Beitrag an 
genomischen Instabilitäten, die durch die Deregulation des COP9-Komplexes 
hervorgerufenen werden, wahrscheinlich sehr hoch.  
3.3 Regulation des Anaphase promoting complex / Cyclosome durch 
Alienα 
Alienα entsteht wahrscheinlich durch posttranskriptionelles Editing und repräsentiert die N-
terminalen 305 Aminosäuren von CSN2 [Dressel et al., 1999; Tenbaum et al., 2003]. Damit 
fehlt Alienα die C-terminale PCI-Domäne, die für die Integration von CSN2 in den COP9-
Komplex benötigt wird [Fu et al., 2001; Huang et al., 2005]. Die Bindungsstelle für Culline 
ist aber sowohl in Alienα als auch in CSN2 enthalten [Lyapina et al., 2001; Yang et al., 
2002]. Eine direkte physikalische Interaktion des zur Cullin-Familie gehörenden APC2 an 
Alienα konnte in dieser Arbeit durch einen in vitro Interaktionsassay nachgewiesen werden. 
Aufgrund seines hohen Molekulargewichtes ist das vollständige APC2-Protein nur sehr 
schwer in Bakterien zu exprimieren. Daher wurde es in drei Domänen geteilt, von denen nur 
die Cullin-Domäne des APC2 an Alienα binden konnte. Angesichts dieser Ergebnisse war zu 
vermuten, dass Alienα und CSN2 um die Bindung an APC2 konkurrieren. Diese Kompetetion 
wurde in der vorliegenden Arbeit anhand eines in vitro Assays bestätigt.  
Da anscheinend der gesamte COP9-Komplex, und nicht CSN2 alleine, den APC/C reguliert 
und Alienα nicht im Signalosom integriert ist, wurde untersucht, ob die Kompetition die 
Regulation des APC/C durch das COP9-Signalosom beeinflusst [Kob et al., 2009; Kob et al., 
Manuskript zur Publikation eingereicht – siehe Kapitel 2.4]. Die Änderungen der 
Proteinkonzentrationen von Cyclin A, CDC6 und SnoN durch stabile Überexpression von 
Alienα entsprachen der Herunterregulation von CSN5 durch siRNA. Für SnoN wurde das 
höhere zelluläre Proteinniveau direkt mit einer langsameren Degradationskinetik nach der 
Überexpression von Alienα in Verbindung gebracht. Auf der anderen Seite führte die 
Überexpression von CSN2 zu dem gegenteiligen Ergebnis. Die Überexpression von CSN2 
   
3. Diskussion  61 
führt zu einer de novo Assemblierung des COP9-Komplexes, während der Verlust von CSN5 
mit dem Verlust der meisten biochemischen Aktivitäten des Signalosoms, aber nicht mit 
dessen Spaltung, assoziiert wird [Huang et al., 2005; Peth et al., 2007]. Damit scheint Alienα 
durch seine Kompetetion mit CSN2 zu ähnlichen Effekten zu führen, wie eine direkte 
Inhibition des COP9-Komplexes durch Herunterregulation von CSN5.  
Aus diesem Grund sollte die Zellzyklusabhängigkeit der Interaktion zwischen Alienα und 
dem APC/C untersucht werden. Ähnlich wie CSN2 zeigte Alienα eine Bindung an den 
APC/C von der G1- über die S- bis zur G2-Phase, während die Interaktion in der Mitose 
wesentlich schwächer war. Bei der Datenbanksuche nach Kinasen, die möglicherweise Alien 
während des Zellzykluses phosphorylieren, wurde CDC2 als möglicher Effektor ermittelt. 
Aufgrund der Konsensussequenz wurde das Serin an Position 270 als potentielle 
Phosphorylierungsstelle angegeben, die sowohl in CSN2 als auch Alienα vorhanden ist. 
CDC2 zusammen mit Cyclin A und Cyclin B ist ein bekannter Regulator des G2/M-
Übergangs, der Chromsomenkondensation und der Auflösung der Kernmembran [Lindqvist et 
al., 2007; van Leuken et al., 2008]. Diese cyclin-abhängige Kinase wird durch mehrere 
Faktoren reguliert und wird dadurch am Ende der G2-Phase aktiviert [Lindqvist et al., 2009]. 
Diese Effekte werden zum großen Teil durch die Phosphorylierung des APC/C hervorgerufen. 
Durch diese Modifikation kann der Adaptor CDC20 an den APC/C binden und somit dessen 
Substratspektrum beeinflussen [Shteinberg et al., 1999].  
Durch einen in vitro Phosphorylierungsassay konnte die in silico Vorhersage, dass Alienα von 
CDC2 phosphoryliert wird, belegt werden [Kob et al., 2009]. Um die Relevanz dieser 
Phosphorylierung für die Interaktion zwischen Alienα und APC2 nachzuweisen, wurde eine 
in vitro Bindungsstudie durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass neben dem Alienα Wildtyp auch 
die Mutante (Alienα Ser270Ala), bei der das Serin durch ein Alanin ausgetauscht wurde, an 
die Cullin-Domäne des APC2 bindet. Dagegen war keine Interaktion mit der Mutante (Alienα 
Ser270Asp), die durch die Substitution des Serins durch eine Asparaginsäure eine konstitutive 
Phosphorylierung mimikrierte, nachweisbar. Damit liegt eine zeitliche Übereinstimmung 
zwischen dem Aktivitätsmaximum von CDC2 und der Repression der Interaktion zwischen 
APC2 und Alienα vor. Zusätzlich verliert Alienα die Bindungsfähigkeit an die Cullin-
Domäne, wenn eine dauerhafte Phosphorylierung an der Consensussequenz des CDC2 in 
Alienα mimikriert wird. Damit ist diese Kinase anscheinend für die Regulation der 
Wechselwirkung von Alienα mit dem APC/C verantwortlich.  
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Cyclin B wird im Gegensatz zu Cyclin A, das bereits ab Ende der G2-Phase degradiert wird, 
erst im Verlauf der Mitose durch den APC/C mit Ubiquitin markiert und abgebaut [Yam et 
al., 2000; Raff et al., 2002; Acquaviva & Pines, 2006]. Da beide Alien-Isoformen während 
der Mitose nicht an den APC/C gebunden sind, ist das eventuell die Ursache, warum keine 
Änderungen im Proteinlevel von Cyclin B nach Überexpression von Alienα oder CSN2 
gefunden wurden. Aus diesem Grund sollte untersucht werden, ob die Ser270Ala Mutante, 
die nicht durch CDC2 phosphoryliert werden sollte und deshalb während des gesamten 
Zellzykluses an den APC/C bindet, einen Einfluss auf die Degradationskinetik von Cyclin A 
und Cyclin B besitzt. Es konnte gezeigt werden, dass die Ser270Ala Mutante sowohl die 
Degradation von Cyclin A als auch Cyclin B am Ende der Mitose inhibiert. Der verzögerte 
Abbau von Cyclin B nach Transfektion mit dem Alienα Wildtyp könnte mit einer 
unvollständigen Phosphorylierung aufgrund seiner höheren zellulären Konzentration 
begründet werden. Interessant ist die frühere Reakkumulation von Cyclin A in allen drei 
Formen von Alienα, die untersucht wurden. Dieser Effekt wurde bereits auch nach 
Herunterregulation von CDH1 beschrieben [Bashir et al., 2004]. Aus diesem Grund kann 
vermutet werden, dass selbst die Ser270Asp Mutante einen inhibitorischen Effekt gegenüber 
dem APC/CCDH1-Komplex ausübt.  
Der vollständige Abbau der Cycline am Ende der Mitose ist notwendig, um einen vorzeitigen 
Eintritt in die nächste S-Phase zu verhindern [Wäsch & Engelbert, 2005]. Die funktionellen 
Konsequenzen dieser erhöhten Cyclin-Aktivität reichen von einer generellen Beschleunigung 
des Zellzykluses bis zu verstärkter genomischer Instabilität [García-Higuera et al., 2008]. 
Zusätzlich kann ein p27-abhängiger Zellzyklusblock in der G1-Phase durch mitotische 
Cycline übergangen werden [Sudo et al., 2001]. Diese Daten stimmen mit der Verdopplung 
der Proliferationsfähigkeit nach Überexpression der Ser270Ala Mutante und der große Anzahl 
an genetischen Veränderungen überein. Dagegen führt die Ser270Asp Mutante zu einer 
Halbierung der Koloniebildungsfähigkeit und weist fast keine genetischen Unterschiede im 
Vergleich zu der mit dem Leer-Vektor transfizierten Kontrolle auf. Der Alienα Wildtyp 
nimmt sowohl in der Wachstumsfähigkeit als auch bei den genetischen Inbalancen eine 
Mittelstellung zwischen seinen beiden Mutanten ein. Interessanterweise zeigte die Ser270Ala 
Phosphorylierungs-Isoform trotz der Chromosomenschäden keine erhöhte Apoptoserate, 
während der Wildtyp und die Ser270Asp-Mutante sogar zu einer Reduktion der Caspase 3/7-
Aktivität führten. Aus diesem Grund kann vermutet werden, dass Alienα die Apoptose auf 
einen bisher unbekannten Weg aktiv reprimiert.  
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Der APC/C wird durch die Bindung einer Vielzahl von Faktoren gesteuert [Thornton & 
Toczyski, 2006]. Damit ist zu vermuten, dass seine Regulation durch Alienα über die 
Änderung der Komplexstrukur erfolgt. Aus diesem Grund wurden mit Alienα oder einer der 
beiden Phosphomutanten stabil transfizierte Zellen auf nativen Gelen hinsichtlich der 
enthaltenen APC/C-Komplexe, die entweder APC1, APC2 oder CDC27 enthielten, analysiert. 
Dabei fiel auf, dass die Ser270Ala-Mutante zur Zerstörung der meisten APC/C Subkomplexe 
führte. Nur ein Subkomplex blieb stabil, der APC2 aber nicht APC1 oder CDC27 enthielt. 
Die Analyse der zellulären Konzentration dieser Proteine ergab, dass sowohl APC1 als auch 
CDC27 schwächer exprimiert vorlagen, während das APC2-Niveau unverändert war. Die 
Destabilisierung des APC/C-Komplexes erfolgte also durch die Herunterregulation der 
Proteinspiegel von mindestens zwei seiner Untereinheiten.  
Der Mechanismus, der die Konzentration von APC1 und CDC27 vermindert, konnte bisher 
nicht identifiziert werden und muss Inhalt zukünftiger Forschungsarbeiten sein. Es war keine 
Änderung der CDC27 Transkription mit Hilfe der quantitativen real time PCR nachzuweisen. 
Auch konnten in nachfolgenden Cycloheximide Chase Experimenten keine Änderungen der 
Degradationskinetiken von APC1 und CDC27 detektiert werden. In Übereinstimmung mit 
diesen Resultaten wurden alle Untereinheiten des APC/C außer den beiden Adaptorproteinen 
CDC20 und CDH1 als sehr stabil beschrieben [Vodermaier, 2004]. Aus diesem Grund 
könnten die verringerten Proteinspiegel damit erklärt werden, dass durch den geringen 
Umsatz von APC1 und CDC27 bereits sehr geringe Änderungen der Transkription oder des 
Abbaus, die mit den verwendeten Methoden nicht erfasst werden können, über längere Zeit zu 
den beobachteten Resultat führen. Zusammenfassend scheinen die zyklische 
Dephosphorylierung von Alienα und die damit verbundene Interaktion mit dem APC/C für 
dessen Stabilität notwendig zu sein.  
Die Zellen, die die Ser270Asp Mutante überexprimierten, zeigten einen stabilen Zellzyklus. 
Damit wird die antiapoptotische Wirkung von Alienα belegt, da ohne die Überexpression der 
Ser270Asp Mutante die Depletion von APC1 auch in p53 negativen Zellen zur Apoptose 
führt [Teodoro et al., 2004]. Dabei könnte der verbleibende, APC2 enthaltende Subkomplex 
wichtig für die Viabilität der Zellen sein. Ein stabiler APC2-Subkomplex wurde schon in 
anderen Arbeiten beschrieben [Thornton et al., 2006]. Dieser Subkomplex enthält neben 
APC2 auch APC11 und bindet die entsprechenden E2-Ligasen. Damit stellt er die minimale 
Ubiquitinligase des APC/C dar und kann noch Securin und Cyclin B für den Abbau markieren 
[Tang et al., 2001].  
   
3. Diskussion  64 
In Übereinstimmung damit führt die Überexpression von Alienα zu einer transkriptionellen 
Aktivierung des CDC20-, BIRC5- und des Cul1-Gens. CDC20 ist einer der Adaptorproteine 
des APC/C und ist für dessen Spezifität für mitotische Targetproteine wie Securin 
verantwortlich [Tang et al., 2001]. Cul1 ist ein integraler Bestandteil des SCF-Komplexes, der 
ebenfalls Zellzyklusregulatoren wie zum Beispiel p27 für den Abbau im Proteasom markieren 
kann [Yang et al., 2002; Bornstein et al., 2006]. In Hefe konnte gezeigt werden, dass der 
Zellzyklus stabil bleibt, solange das Securin-Gen deletiert wird und das p27-Homolog Sic1 
zum korrekten Zeitpunkt hochreguliert wird [Thornton & Toczyski, 2003]. Damit kann 
vermutet werden, dass Alien aufgrund seiner Wechselwirkung mit den SCF- und APC/C-
Komplexen einen ähnlichen Einfluss ausübt. Survivin, das von dem BIRC5-Gen kodiert wird, 
ist ein bekannter Apoptoseinhibitor [Altieri, 2008]. Damit könnte die Viabilität und die 
verringerte Apoptose der Zellen trotz des Verlustes des APC/C erklärt werden. 
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass sowohl Alienα als auch CSN2 an den APC/C binden 
können und untereinander um diese Interaktion kompetieren. Dadurch wird die Degradation 
verschiedener Targetproteine beeinflusst. Diese Interaktion ist zellzyklusabhängig und kann 
durch die Phosphorylierung von Alienα durch CDC2 reguliert werden. Eine Deregulation 
dieser Phosphorylierung führt entweder zu einem beschleunigten Zellzyklus mit erhöhter 
genetischer Instabilität oder zur Zerstörung des APC/C-Komplexes mit geringerer 
Proliferationsfähigkeit der Zellen. 
3.4 Alien als multifunktionaler Regulator 
Rund 80% der Proteine sind in Komplexen organisiert, die durch wenige Proteine miteinander 
verbunden sind [Gavin & Superti-Furga, 2003]. So vernetzt CSN2 das COP9-Signalosom mit 
anderen Komplexen [Yang et al., 2002]. Auch Alienα wurde als ein Faktor beschrieben, der 
Interaktionen zwischen verschiedenen Komplexen vermittelt [Papaioannou et al., 2007]. 
Damit scheinen die beiden Alien-Isoformen wichtig für die Integration von Informationen aus 
verschiedenen Signaltransduktionswegen zu sein. Aufgrund dieser zentralen Stellung von 
Alien in der Kommunikation in der Zelle ist das Ausschalten des Alien-Gens bei Mäusen 
bereits prä-implatationsletal [Lykke-Andersen et al., 2003]. Alien wurde in der vorliegenden 
Arbeit mit Regulationsmechanismen in Verbindung gebracht, die von der Transkription bis 
hin zur Degradation reichen. Damit konnte die wichtige Rolle von Alien als multifunktionaler 
Regulator bestätigt werden. Folglich könnte bereits eine leichte Deregulation der Alien-
Aktivität zur Tumorenstehung und Progression beitragen. 
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4. Zusammenfassung 
Die beiden Alien-Isoformen Alienα und CSN2 wurden in der Vergangenheit als Regulatoren 
verschiedenster zellulärer Prozesse identifiziert. Diese reichen von der 
Transkriptionskontrolle von Kern-Hormon-Rezeptoren, dem E2F/Rb-System, Beteiligung an 
verschiedenen Signaltransduktionswegen bis zur Regulation des Ubiquitin / Proteasom-
Systems. Ziel dieser Arbeit war es mit Hilfe eines Interaktionsassays, der mit endogen 
exprimierten Proteinen arbeitet und immunologische mit massenspektrometrischen Methoden 
kombiniert, die Wechselwirkungen von Alien mit anderen Proteinen in der Zelle umfassender 
zu beschreiben. Anhand dieser Daten konnten sowohl bekannte Bindungspartner bestätigt als 
auch neue beschrieben werden.  
Anhand dieses Interaktionsassays wurde die Kontrolle von nukleären Kernhormonrezeptoren 
durch Alien weiter untermauert und der Vitamin D abhängige VDRIP-Komplex konnte als 
Interaktionspartner beschrieben werden. Des Weiteren zeigte sich die Bindung von Alien an 
Proteine der allgemeinen Transkriptionsinitiation und DNA-Reparatur. Auch eine 
Wechselwirkung von Alienα mit den Tumorsuppressoren p33ING1 und p33ING2 wurde 
aufgezeigt. Damit wurde die Wichtigkeit von Alien für die transkriptionelle Kontrolle über 
eine Vielzahl von Wegen bestätigt. 
Des Weiteren wurde der Einfluss von Alien auf das Ubiquitin / Proteasom-System untersucht. 
Dabei konnte zum ersten Mal die Interaktion der Alien-Isoformen mit dem APC/C 
beschrieben werden. Infolge der Deregulation des APC/C durch die Überexpression von 
Alienα beziehungsweise CSN2 wurden die zellulären Proteinkonzentrationen verschiedener 
Zellzyklusregulatoren, wie zum Beispiel Cyclin A, CDC6 und SnoN, verändert. Aufgrund der 
hohen Sequenzhomologie der beiden Alien-Isoformen konnte eine Kompetition zwischen 
Alienα und CSN2 für die Bindung an den APC/C gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde 
nachgewiesen, dass wahrscheinlich die Phosphorylierung von Alienα durch CDC2 zur 
Inhibition der Interaktion mit dem APC/C in der Mitose führt. Auf der einen Seite konnte 
gezeigt werden, dass die Mimikrierung einer dauerhaften Phosphorylierung von Alienα die 
Bindung an den APC/C reprimiert. Dadurch wurden sowohl der APC/C Komplex als auch 
mehrere seiner Untereinheiten destabilisiert. Auf der anderen Seite führte die Deletion der 
Phosphorylierungsstelle zu einer dauerhaften Interaktion von Alienα und dem APC/C. 
Deshalb akkumulierten mitotische Cycline in der G1-Phase. Mit Hilfe von FACS-Messungen 
konnte nachgewiesen werden, dass dadurch der gesamte Zellzyklus schneller durchlaufen 
wurde. Darüber hinaus wurde mittels Array-CGH eine Anhäufung von genetischen Schäden 
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durch diese Deregulation des Zellzykluses gezeigt. Folglich kann eine Punktmutation in 
Alienα zum Umschalten zwischen einem langsamen, kontrollierten zu einem schnellen 
Zellzyklus mit vielen genetischen Schäden führen. 
Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit neue Interaktionspartner und physiologische 
Funktionen von Alien beschrieben werden. Dabei wurde sowohl seine Rolle als 
Transkriptionsfaktor, als auch bei der Regulation der Degradation von Proteinen bestätigt und 
um zusätzliche Wege erweitert. Damit konnte gezeigt werden, dass Alien in den Zellzyklus 
eingreift und für die genetische Stabilität und die Reduktion der Apoptose entscheidend ist. 
Aufgrund seiner Stellung als multifunktionaler Regulator zellulärer Prozesse könnte Alien 
somit für die Kontrolle der Tumorentstehung und Progression wichtig sein. 
   
5. Synopsis  67 
5. Synopsis 
In the last years the Alien isoforms Alienα and CSN2 were described as regulators of diverse 
cellular functions. These range from the control of transcription by nuclear hormone receptors 
or the E2F/Rb system to the regulation of the ubiquitin / proteasome pathway. One aim of this 
work was to discover new interaction partners of Alien with a combination of immunological 
and mass spectrometric techniques. Solely endogen expressed proteins were analyzed to avoid 
false positive and negative results.  
First it was shown that Alien binds to the VDRIP complex which mediates transcription. 
Besides, Alien was found to interact with several proteins of the general transcription 
initiation and DNA repair. Additionally, it could be shown that the two tumor suppressors 
p33ING1 and p33ING2 bind to Alienα and regulate its function. It was confirmed by this 
work that Alien is important for the transcriptional control by several pathways. 
Furthermore the influence of Alien on the ubiqutin/proteasome system was examined. 
Hereby, the interaction of both Alien isoforms with the APC/C could be shown for the first 
time. By deregulating the APC/C through overexpression of Alienα as well as CSN2 the 
protein amount of several cell cycle regulators like Cyclin A, CDC6 and SnoN was altered. 
Due to the high homology of the two Alien isoforms a competition between Alienα and CSN2 
for binding to the APC/C was detected. Furthermore, the phosphorylation of Alienα by CDC2 
potentially inhibits the Alienα APC/C interaction during mitosis. On the one hand a mutation 
that mimics a constitutive phosphorylation of Alienα abolished its binding to the APC/C. 
Following, the APC/C complex as well as at least two of its subunits were destabilized. On 
the other hand deletion of the phosphorylation site leads to a permanent interaction of Alienα 
with the APC/C and higher concentrations of mitotic cyclins in the G1 phase. Hence, the 
whole cell cycle became faster. Furthermore, the cells accumulated more genetic damages as 
monitored by Array-CGH. Thereby the whole cell cycle is accelerated and the accumulation 
of genetic instabilities is induced. So a single point mutation of Alienα switches between a 
slow, regulated cell cycle or a fast cell cycle possessing many genetic alterations.  
Taken together several new interaction partners and physiological functions of Alien could be 
described in the present work. These data confirm its importance for the ubiquitin / 
proteasome pathway as well as the influence on transcriptional regulation and extend our 
knowledge about the biological function of Alien. Deregulated Alien was shown to alter the 
cell cycle, increases genetic instability and reduces apoptosis. In conclusion Alien might be a 
key factor for prevention of tumor development and progression. 
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